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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
(S) Laserscanmikroskop 

@ Ein Laserscanmikroskop, vorzugsweise konfokales La- 
serscanmikroskop, und ein Verfahren zur Referenzkorrek- 
turfurei'n Laserscanmikroskop, insbesondere fur ein kon- 
fokales Laserscanmikroskop, mit einem zwischen einer 
Laserlichtquelle (1, 2) und einem Objekt (3) verlaufenden 
Beleuchtungsstrahlengang (4) und einem zwischen dem 
Objekt (3) und einer Detektionseinrichtung (6) verlaufen- 
den Detektionsstrahlengang (7), ist zur Fehlerkorrektur 
mit mindestens einem zur Referenzmessung diehenden 
Referenzstrahlengang (9) dadurch gekennzeichnet, dass 
aus dem Beleuchtungsstrahlengang (4) Referenzlicht in 
den Referenzstrahlengang (9) einkoppelbar ist und dass 
das Referenzlicht von einer Detektionseinrichtung . (6) 
qualitativ und/oderquantitativ nachweisbar ist. 



Computer 



CO 

or 

LU 

Q 




BUNDESDRUCKEREI 02.01 102 013/274/1 



13 



1 



DE 199 44 148 A 1 



2 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Laserscanmikroskop, vorzugs- 
weise ein konfokales Laserscanmikroskop, mit einem zwi- 
schen einer Laserlichtquelle und einem Objekt verlaufenden 5 
Beleuchtungsstrahlengang und einem zwischen dem Objekt 
und einer Detektionseinrichtung verlaufenden Detekuons- ' 
strahlengang. 

Laserscanmikroskope der gattungsbildenden Art sind seit 
geraumer Zeit bekannt und werden u. a. in der Halbleiterin- 10 
dustrie zur Waferinspektion sowie in der biomedizinischen 
Grundlagenforschung eingesetzt. Lediglich beispielhaft 
wird dazu auf die DE 43 30 347 A verwiesen. Aus der 
DE43 30 347 A ist ein gattungsbildendes LaserscanmikroT 
skop bekannt, welches sich insbesondere fur die biomedizU . 15 
nische An wen dung eignet, bei der das zu untersuchende Ob- 
jekt spezifi.se h nnt unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen 
markiert 1st. Das Fluoreszenzlicht der Ruoreszenzfarbstoffe 
kann nach Anregung mit geeigneten Laserlichtquellen nach- 
gewiesen werden. 20 

Mit Laserscanmikroskopen der gattungsbildenden Art 
werden bislang lediglich Relativmessungen durchgefuhrt. 
Danach ist es nur fur jeweils ein Objekt moglich, Fluores- 
zenzlicht der in dem Objekt vorliegenden Huoreszenzfarb- 
stoffverteilung zu erfasseh, urn beim Nachweis von unter- 25 
schiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen diese quantitativ mit ei T 
ner hinreichenden Genauigkeit zueinander ins Verhaltnis zu 
setzen. Wenri mit dem gleichen Laserscanmikroskop ein 
weiteres Objekt gemessen wird, ware es wunschenswert, die 
gemessenen Bilddaten dieser beiden Objekte zueinander mit 30 
einer entsprechenden Genauigkeit ins Verhaltnis zu setzen. 
Quantitative Vergleichsmessungen an unterschiedlichen 
Objekten waren vor allem fur diagnostische Anwendungen 
im medizinischen Bereich erforderlich. Das ist bislang des- 
halb nicht moglich, weil bei den Laserscanmikroskopen der 35 
gattungsbildenden Art keine Vorrichtung zur Kalibrierung 
der im Mikroskop relevanten Baugruppen vorgesehen ist 
und dariiber hinaus die einzelnen Baugruppen eines Lasers- 
canmikroskops einer Kurz- und Langzeitschwankung auf- 
grund auBerer Einflusse unterliegen, die Vergleichsmessun- 40 
gen verschiedener Objekte selbst bei entsprechender Kali- 
brierung der Mikroskopbaugruppen mit einer hinreichenden 
Genauigkeit unmoglich machen. 

Eine hinreichende Kalibrierung der relevanten Baugrup- 
pen eines Laserscanmikroskops ist beispielsweise mit der 45 
aus der DE 199 06 763 A bekannten Vorrichtung moglich, 
wobei dort die Kurz- und Langzeitschwankung aufgrund der 
auBeren Einflusse nicht kompensierbar sind. Hierzu zahlen. 
: vor allem die Temperaturabhangigkeiten einzelner Bau- 
. gruppen des Mikroskops, beispielsweise der verwendeten 50 
Filter bder des Detektors, wie auch Intensitatsschwankun- 
gen.des Lasers (Modenspriinge). 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zu- 
grunde, ein Laserscanmikroskop, vorzugsweise ein konfo- 
kales Laserscanmikroskop, anzugeben, mit dem es moglich 55 
ist, Absolutmessungen ah unterschiedlichen Objekten mit 
einer hinreichenden Genauigkeit durchzufuhren und dabei 
storende Einflusse auf die MeBbedingungen zu korrigieren. 
Des weiteren liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein 
Verfahren zur Losung dieser Aufgabe anzugeben. 60 

Die voranstehende Aufgabe wird durch die Merkmale des 
Patentanspruches 1 gelost. Danach ist ein gattungsbildendes 
Laserscanmikroskop, vorzugsweise ein konfokales Lasers- 
canmikroskop, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens 
ein zur Referenzmessung dienender Referenzstrahlengang 65 
vorgesehen ist, dass aus dem Beleuchtungsstrahlengang Re- 
ferenzlicht in den Referenzstrahlengang einkoppelbar ist 
und dass das Referenzlicht von einer Detektionseinrichtung 



qualitativ und/oder quantitativ nachweisbar ist. 

. ErfindungsgemaB ist zunachst erkannt worden, dass mit 
herkornmlichen Laserscanmikroskopen Vergleichsmessun- 
gen unterschiedlicher Objekte selbst bei Verwendung geeig- 
neter Kalibriereinrichtungen mit einer absoluten Genauig- 
keit aufgrund von Kurz- bzw. Langzeitschwankung en ein- 
zelner Baugruppen des Laserscanmikroskops nicht moglich 
sind. Es ist erkannt worden, dass vor allem Intensitats- 
schwankungen des Lasers (z. B. Modenspriinge) wie auch 
eine Temperaturanderung der Filter und des Detektors die 
vergleichenden Messungen unterschiedlicher Objekte nega- 
tiv beeinflussen bzw. verfalschen. In erfindungsgemaBer 
Weise weist daher das Laserscanmikroskop einen Referenz- 
strahlengang auf, mit dem es moglich ist, entsprechende Re- 
ferenzmessungen durchzufuhren. Hierbei wird Referenz- 
licht aus dem Beleuchtungsstrahlengang in den Referenz- 
strahlengang eingekoppelt, das von einer Detektionseinrich- 
tung nachgewiesen wird. Hierdurch konnen neben der ei- 
gentlichen Messung des Objekts Referenzmessungen durch- 
gefiihrt werden, mit denen die Kurz- bzw. Langzeitschwan- 
kungen der Einzelkomponenten des Laserecanmikroskops 
kompensiert werden konnen. 

Der Referenzstrahlengang verlauft zwischen der Aus- 
kopplungsstelle und der Detektionseinrichtung, wobei die 
Auskopplungsstelle im Beleuchtungsstrahlengang des La- 
serscanmikroskops vorgesehen ist. Das in den Referenz- 
strahlengang eingekoppelte Laserlicht der Laserlichtquelle 
wird im folgenden Referenzlicht genannt. 

Im Hinblick auf eine konkrete Ausgestaltung befindet 
sich die Auskopplungsstelle zwischen der Laserlichtquelle 
und der Strahlteilereinrichtung. Somit wird sichergestellt, 
dass lediglich Licht der Laserlichtquelle in den Referenz- 
strahlengang eingekoppelt wird, also bspw. keine Objekt- 
Fluoreszenzlicht- oder konventionelle Mikroskop-Durch- 
lichtanteile dem Referenzlicht iiberlagert sind. 

Wenn als Strahlteilereinrichtung ein AOBS (Acous to-Op- 
tical-Beam-Splitter) verwendet wird, ist es von Vorteil, 
wenn sich die Auskopplungsstelle direkt bei dem AOBS be- 
findet. Ein Laserscanmikroskop mit einem AOBS wird in 
der DE-Patentannieldung 199 06 757.0 beschrieben. 

In vorteilhafter Weise sind in dem Referenzstrahlengang 
weitere optische Komponenten angeordnet. Hierzu zahlt 
eine Streuscheibe, die beispielsweise aus einer Glasplatte 
mit aufgerauhter Oberflache oder aus einer Glasplatte aus 
Milchglas besteht. Des weiteren ist in dem Referenzstrah- 
lengang mindestens ein Strahlumlenkelement angeordnet, 
so dass hierdurch eine Strahlfuhrung des Refererizstrahlen- 
gangs realisierbar ist. 

. Im Hinblick auf eine konkrete Ausgestaltung ist in dem 
Referenzstrahlengang mindestens ein lichtempfindhcher 
Sensor angeordnet, mit dessen Hilfe Referenzlicht nachge- 
wiesen werden kann. Dieser lichtempfindliche Sensor ist 
vorzugsweise lediglich fur einen Teilstrahlengang des Refe- 
renzstrahlengangs vorgesehen. 

In dem Referenzstrahlengang ist mindestens ein Strahlab- 
schwacher (Graufilter oder Neutralglas filter) angeordnet, 
mit dessen Hilfe die Referenzlichtintensitat an die Eigen- 
schaften der Detektionseinheit angepaBt werden kann. In 
vorteilhafter Weise wird die Durchlassigkeit der Strahlab- 
schwacher so gewahlt, dass die Referenzlichtintensitat die 
gleiche GroBeriordnung aufweist wie die vom Objekt nach- 
zuweisende Licntintensitat, so dass zur Detektiori des Refe- 
renz- und Detektiohslichts nahezu der gleiche Dynamikbe- 
reich vorliegt. 

Ein Filteraufnahrneelement ist ebenfalls in dem Referenz- 
strahlengang angeordnet, das auf den Beleuchtungs- und/ 
oder Detektionsstrahlengang wirkt. Hierbei kann es sich um 
ein konventionelles Filterrad oder um einen linear angeord- 
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neten Filterschieber handeln, in die ein oder mehrere unter- 
schiedliche Filter eingesetzt werden konnen. Ublicherweise 
werden als Filter einsatze beschichtete Glasplatten verwen- 
det, die ein wellenlangenspezifisches Reflexions- bzw. 
Transmissionsverhalten aufweisen. Auch die Verwendung 5 
von farbigen Glasplatten bzw. von sogenannten Hologra- 
phic-Notch-Filtern ist durchaus iiblich. Das Filteraufhahme- 
element ist beweglich angeordnet, so beispielsweise drehbar 
oder in linearer Richtung verschiebbar. Mit dem mit Filter- 
einsatzen bestuckten Filteraufnahmeelement ist es moglich, 10 
den mit der Betektiohseinrichtung nachzuweisenden Strah- 
lengang zu selektieren. So wird in vorteilhafter Weise in ei- 
ner Stellung des Filteraufeahmeelements nur Licht vom De- 
tektionsstrahlengang zur Detektionseinrichtung selektiert, 
in einer anderen Stellung des Filteraumahmeelements wird 15 
nur Licht vom Referenzstrahlengang fur die Detektionsein- 
richtung selektiert und in einer weiteren Stellung des Filter- 
aufhahmeelements wird zur Messung eines Dunkelstrorns 
kein Licht fur die Detektionseinrichtung selektiert. 

Da die in dem Filteraufeahmeelement verwendeten Filter .20 
teil weise temperaturabhangig sind und eine Temperaturver- 
anderung sich in einer veranderten Transmissionscharakteri- 
stik der Filter auswirkt, wird das Filteraufnahmeelement auf 
einer konstanten Temperatur gehalten. Hierzu wird das ge- 
samte Filteraufnahmeelement mit Hilfe einer geeignet gere- 25 
. gelten Heizung, insbesondere mit einem Heizwiderstand, 
beheizt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrung sind die weiteren opti- 
schen Elemente in dem Referenzstrahlengang von der Aus- 
kopplungsstelle aus gesehen nach der Streuscheibe angeord- 30 
net. Das von der Laserlichtquelle in den Referenzstrahlen- 
gang eingekoppelte koharente Laserlicht ist nach dem 
Durchgang durch die Streuscheibe nicht mehr koharent, so 
dass die Wechselwirkung des durch die Streuscheibe hin- 
durch getretenen Lichts mit den weiteren optischen Elemen- 35 
ten im Referenzstrahlengang keine unerwunschten Interfe- 
renzerscheinungen heryorruft. Interferenzerscheinungen 
dieser Art wirken sich auBerst storend auf Messungen aus, 
da bereits geringste Temperatur- bzw. dadurch induzierte 
Weglangenanderungen im optischen Strahlengang mit einer 40 
Intensitatsmodulation des zu messenden Lichts verbunden 
sind. 

In vorteilhafter Weise wird als Auskopplungselement ein 
dicker Strahlteiler verwendet, der als planparallele Glas- 
platte ausgestaltet sein kann. In einer bevorzugten Ausfuh- 45 
. rung ist dieser Strahlteiler mindestens vier Millimeter dick, 
im Winkel von 45° zum Beleuchtungs strahlengang angeord- 
net und es wird neben dem Referenzstrahl mindestens ein 
weiterer Lichtstrahl ausgekoppelt. Bei dem weiteren Licht- 
strahl konnte es sich beispielsweise um den Sekundarreflex 50 
des von der Laserlichtquelle kommenden Laserlichts an der 
Strahlteilerplatte handeln. Mit dem Sekundarreflex ist die in 
der dicken Strahiteilerplatte auftretende, erste interne Refle- 
xion an der - von der Laserlichtquelle aus gesehen - abge- 
wandten Glasoberflache gemeint, die nach Durch tritt durch 55 
die der Laserlichtquelle zugewandten Glasoberflache der 
Strahlteilerplatte in Richtung des Referenzstrahlengang s 
austritt. In Abhangigkeit der Dicke der verwendeten Strahl- "■ 
teilerplatte ist somit ein lateraler Parallel vers at z des zusatz- 
lich ausgekoppelten Lichtstrahls zu dem Referenzstrahl ge- 60 
geben. 

Die Intensitat des zusatzlich ausgekoppelten Lichtstrahls 
wird' mit einem lichtempfindlichen Sensor nachgewiesen 
bzw. gemessen. Das so gemessene, der Ausgangsleistung 
der verwendeten Laserlichtquelle direkt proporfionale Si- 65 
gnal wird als Referenzsignal fur die Detektionseinrichtung 
verwendet. In einer bevorzugten Ausfuhrung wird das so ge- 
wonriene Referenzsignal als Referenzspannung fur die Digi- 
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talisierungseinrichtung benutzt. Somit kann in vorteilhafter 
Weise und mit einfachen Mitteln (lediglich einer entspre- 
chenden Photodiode) die sich negativ auf die Objektmes- 
sung auswirkende Intensitatsschwankung der Laserlicht- 
quelle korrigiert werden. Insbesondere konnen hierdurch 
Kurzzeit-Intensitatsschwankungen der Laserlichtquelle - 
beispielsweise Modensprunge - korrigiert werden, wenn in 
vorteilhafter Weise diese Korrektur wahrend der Datenauf- 
nahme des Objekts, also dem eigentlichen MeBvorgang, 
durchgefuhrt wird. 

Im Hinbbck auf die. Korrektur von vor allem Langzeit- 
schwankungen der in dem Mikroskop eingebauten Kompo- 
nenten ist es vorteilhaft, die mit dem Laserscanmikroskop 
gemessenen'Bilddaten mit Hilfe von den mit dem Referenz- 
strahlengang gemessenen Referenzsignalen geeignet zu kor- 
rigieren. Mit dieser MaBnahme wirkt man vor allem der 
Langzeitdrift der Detektionseinrichtung oder der Laserlicht- 
quelle entgegen. Diese Drift ergibt einen Offset innerhalb 
der gemessenen Bilddaten, der ja gerade einen quantitativen 
Vergleich zeitlich auseinandef liegender Messungen mit der 
geforderten absoluten Genauigkeit nicht. moglich macht. Im 
Konkreten konnte die Korrektur der gemessenen Bilddaten 
bei der Digitalisierungseinrichtung mit Hilfe einer Ein- 
gangs-Lookup-Tabelle realisiert werden. Diese Eingangs- 
Lookup-Tabelle (LUT) kann derart implementiert sein, dass 
die Intensitat der gemessenen Bilddaten bei dem Digitalisie- 
rungsschritt gemaB den gemessenen Referenzsignalen des 
Referenzstrahlengangs derart digitalisiert werden, dass ein 
weiterer Korrekturschritt der so digitalisierten Bilddaten 
nicht mehr erforderlich ist. Diese Vorgehens weise hat den 
Vorteil, dass dann die Korrektur "online", also bereits wah- 
rend der Bildaufnahme, erfolgen kann. 

Im Hinblick auf eine weitere Ausfuhrung konnte in dem 
Referenzstrahlengang mindestens eine weitere Lichtquelle 
vorgesehen sein, die beispielsweise zu Kalibrierungszwek- 
ken der im Referenzstrahlengang befindlichen optischen 
Komponenten eingesetzt werden kann. Des weiteren ist es 
denkbar, dass in dem Referenzstrahlengang mindestens ein 
weiterer Detektor angeordnet ist. So konnte beispielsweise 
mit einem zusatzlicheii Detektor die Lichtintensitat im Refe- 
renzstrahlengang vor einem optischen Element des Refe- 
renzstrahlengangs und mit einem weiteren Detektor die In- 
tensitat nach diesem optischen Element gemessen werden, 
um so mogliche Storeinftiisse dieses optischen Elements. 
ausschlieBen bzw. kompensieren zu konnen. 

Zur Kompensauon der Temperaturabhangigkeit der opti- 
schen Elemente, die im Beleuchtungs- und/oder im Detekti- - 
onsstrahlengang, nicht jedoch im Referenzstrahlengang an- 
geordnet sind, konnten diese auf einer konstanten Tempera- 
tur gehalten werden. Dies konnte wie bei dem Filteraufnah- 
meelement ebenfalls mit einer geregelten Heizung realisiert 
werden. 

In verfahrensmaBiger Hinsicht wird zur Losung der ein- 
gangs genannten Aufgabe ein Verfahren mit den Merkmalen 
des Paten tanspruches 30 angegeben. Danach ist ein erfin- 
dungsgemaBes Verfahren dadurch gekennzeichnet, dass das 
aus dem Beleuchtungsstrahlengang zur Fehlerkompensation 
dienende Referenzlicht in den Referenzstrahlengang einge- 
koppelt und von einer Detekdonseinrichtung quaUtativ und/ 
oder quantitativ nachgewiesen wird. 

Somit konnen Kurz- und Langzeitschwankungen der Ein- 
zelkbmponenten des Laserscanmikroskops auf vorteilhafte 
Weise kompensiert werden, vor allem ist es durch die mit 
der Objektmessung zeitgleich verlaufende Referenzmes- 
sung moglich, Kurzzeitschwankungen der Komponenten zu 
kompensieren. 

,Im Hinblick auf die Kompensation von Langzeitschwan- 
kungen der in dem Laserscanmikroskop befindlichen Bau- 
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gruppen ist in vorteilh after Weise vorgesehen, unmittelbar 
vor und/oder nach jedem MeBzyklus Referenzsignale zu 
messen, mit denen die gemessenen Objektbilddaten korri- 
giert werden konnen. Hierbei konnten quantitatve Werte wie 
die aktuelle Laserlichtleistung der verwendeten Lichtquelle . 5_ 
oder der Dunkelstrom der Detektionseinrichtung von beson- 
derem tnteresse sein. Ein MeBzyklus konnte aus einer ein-, 
zwei- oder dreidimensionalen Datenaufnahme bestehen. 

Zur Referenzkorrektur werden zumindest die im folgen- 
den aufgefuhrten MeBgroBen gemessen, namlich der Dun- 10 
kelstrom Io, die Referenz R sowie der Dunkelstrom Ro der 
Referenz. 

Mit den gemessenen Referenzsignalen werden die gemes- 
senen Bilddaten Ixyz in geeigneter Weise korrigiert, vor- 
zugs weise gemaB der Vorschrift 15 

Ixyz,korr = F • (Ixyz _ loVCR ~ Ro) 

Hierbei wird fiir die Bezeichnung F ein geeigneter Skalie- 
rungsfaktor eingesetzt, der letztendlich die gemessenen 20 
Bilddaten wahrend der Korrektur auf einen geeigneten Digi- 
talisierungsbereich abbildet, beispielsweise auf den 12-Bit- 
Bereich, der die Grau werte von 0 bis 4095 umfaBt. 

Zur Vereinfachung der Referenzkorrektur konnte Iq = Ro 
gesetzt werden, wenn namlich aufgrund der durchgefuhrten 25 
Messungen des konkret verwendeten Referenzkorrekturver- . 
fahrens der Dunkelstrom Ro der Referenz sich vom Wert her 
von dem Dunkelstrom Iq des Systems bei ausgeblendeter 
Lichtquelle kaum unterscheidet. 

Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, die Lehre der 30 
vorliegenden Erfindung in vorteilhafter Weise auszugestal- 
ten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits auf die den ne- 
bengeordneten Patentanspriichen 1 und 30 nachgeordneten 
Anspriiche, andererseits auf die nachfolgende Erlauterung 
zweier Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung anhand der 35 
Zeichnungen zu verweisen. In Verbindung mit der Erlaute- 
rung der bevorzugten Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung 
anhand der Zeichnungen werden auch im allgemeinen be- 
vorzugte Ausgestaltungen und Weiterbildungen der Lehre 
erlautert. In den Zeichnungen zeigt '40 

Fig. 1 in einer schematischen 'Darstellung ein Ausfiih- 
rungsbeispiel eines erfindungsgemaBen Laserscanmikro- 
skops, wobei dort die Komponenten des Laserscanmikro- 
skops lediglich vereinfacht dargestellt sind, 

Fig. 2 in einer schematischen Darstellung das Laserscan- 45 
mikroskop aus Fig. 1, bei dem eine alternative Beleuch- 
tungsvorrichtung vorgesehen ist und 

Fig. 3 in einer schematischen Darstellung ein Filterauf- 
nahmeelement. 

In der schematischen Darstellung der Fig. 1 ist ein'konfo- 50 
kales Laserscanmikroskop gezeigt, das einen zwischeri den 
beiden Laserlichtquellen 1, 2 und dem Objekt 3 verlaufen- 
den Beleuchtungsstrahlengang 4 aufweist. Hierbei werden 
die beiden Strahlen der Laser 1 und 2 iiber den Strahlverei- 
niger 5 zusammengeruhrt. Zwischen dem Objekt 3 und der 55 
Detektionseinrichtung 6 verlauft der Detektionsstrahlen- 
gang 7, wobei zwischen dem Strahlteilter 8 und dem Objekt 
3 der Beleuchtungsstrahlengang 4 mit dem Detektionsstrah- 
lengang 7 identisch ist. 

Erfindungs gemaB weist das kbnfokale Laserscanmikro- 60 
skop einen Referenzstrahlengang 9 auf, in den Referenzlicht 
des Beleuchtungsstrahlengangs 4 eingekoppelt wird, wobei 
das Referenzlicht von der Detektionseinrichtung 6 quaiitativ 
und quantitativ nachgewiesen wird. Hierbei wird an der 
Auskopplungsstelle 10 bzw. 18 Licht des Beleuchtungs- 65 
strahlengangs 4 in den Referenzstrahlengang 9 eingekop- 
pelt, wobei hier die Auskopplungsstelle 10 zwischen dem 
Strahlvereiniger 5 und dem Strahlteiler 8 angeordnet ist. 



ErfindungsgemaB sind in dem Referenzstrahlengang 9 
weitere optische Komponenten angeordnet. Hierbei hat die 
Streuscheibe 11 die Aufgabe, das aus dem Beleuchtungs- 
trahlengang kommende koharente Referenzlicht inkoharent 
zu machen und daruber hinaus dessen Intensitat an die In- 
tensitat des vom Objekt 3 zu detektierende Detektionslicht 
anzupassen. Die Streuscheibe 11 hat weiterhin die Aufgabe, 
das Referenzlicht fiir die Detektionseinrichtung 6 positions- 
unempfindlich zu machen, d. h. den im Querschnitt punkt- 
formigen Referenzlichtstrahl etwas aufzuweiten, so dass - 
verglichen zur Ruoreszenzlichtdetektion - nahezu die glei- 
chen Nachweisbedingungen vorhegen. Im weiteren Verlauf 
ist ein Strahlabschwacher 12 in Form eines Neutralgiasfil- 
ters angeordnet, der zusatzlich zur Anpassung der Lichtin- 
tensitaten im Detektionsstrahlengang 7 an die Lichtintensi- 
taten im Referenzstrahlengang 9 verwendet wird und bezug- 
lich des Transmissions anteils geeignet dimensioniert ist. 

Bei dem in Fig. 1 gezeigten Ausfuhrungsbeispiel eines er- 
findungsgemaBen Mikroskops ist ein Filteraufnahmeele- 
ment 13 vorgesehen, das auf den Referenzstrahlengang 9 
und den Detektionsstrahlengang 7 wirkt. Das Filteraufnah^ 
meelement 13 ist um die Achse 14 drehbar angeordnet und 
wird von dem Motor 15 in die gewiinschten Positionen ge- 
fahren. 

Das Filteraufnahmeelement .13 weist, wie in Fig. 3 ge- 
zeigt, drei Aufnahmehalterungen fur Filtereinsatze 16 auf. 
Hierbei wird in der einen Aufhahmehalterung der Sperrfilter 
fur die Laserlichtquelle 1 eingesetzt, in der nachsten Auf- 
nahmehalterung wird der Sperrfilter fur den Laser 2 einge- 
setzt; die dritte Aufhahmehalterung verbleibt leer. Unter 
dem Begriff Sperrfilter ist in diesem Zusammenhang zu ver- 
stehen, dass Licht aller Wellenlangen, ausgenommen der 
Anregungswellenlange der entsprechenden Laserlicht- 
• quelle, den Sperrfilter passieren kann. 

Fur das drehbar angeordnete Filteraufnahmeelement sind 
vier Arbeitspositionen vorgesehen. In der ersten wird die 
Aufnahmehalterung des Sperrfilters fur den Laser 1 so posi- 
tioniert, dass nur das Licht des Detektionsstrahlengangs 7 
zur Detektionseinrichtung 6 freigegeben wird. In der zwei- 
ten Arbeitsposition wird das Filteraufnahmeelement 13 so 
positioniert, dass die Aufhahmehalterung mit dem Sperrfil- 
ter des Lasers 2 in dem Detektionsstrahlengang 7 positio- 
niert wird, um ebenfalls nur Licht des Detektionsstrahlen- 
gangs 7 zur Detektionseinrichtung 6 freizugeben. In der drit- 
ten Arbeitsposition des Filteraufriahmeelements 13 wird die 
leer gebliebene Aufnahmehalterung in dem Referenzstrah- 
lengang 9 positioniert, so dass nur Referenzlicht des Refe- 
renzstrahlengangs 9 zu der Detektionseinrichtung 6 freige- 
geben wird. Eine vierte Betriebsposition des Filteraufnah- 
meelements 13 ist der art vorgesehen, dass weder Licht des 
Detektionsstrahlengangs 7 noch Licht des Referenzstrahien- 
gangs 9 zur Detekdonseinrichtung 6 gelangt. 

Da in dieser konkret beschriebenen erfindungsgemaBen 
Ausfuhrung nicht vorgesehen ist, die einzelnen in dem Fil- 
teraufhahmeelement 13 eingesetzten Filtereinsatze 16 quan- 
titativ mit dem Referenzstrahlengang 9 zu vermessen, wird 
zur Verrneidung von aufieren Temperatureinflussen auf die 
Filtereinsatze 16 das gesamte Filteraufnahmeelement 13 mit 
einer Temper atursteuerung 17 und einem nicht eingezeich- 
neten .Heizwiderstand auf konstanter Temperatur gehalten. 

In erfindungsgemaBer Weise sind der im Referenzstrah- 
lengang 9 angeordnete Strahlabschwacher 12 wie auch die 
in den Referenzstrahlengang 9 einschwenkbaren Filterein- 
satze 16 - von der Auskopplungsstelle 10 aus gesehen - der 
Streuscheibe 11 nachgeordnet. Da das von der Auskopp- 
lungsstelle 10 in den Referenzstrahlengang 9 eingekoppelte 
Referenzlicht nach dem Durchgang durch die Streuscheibe 
11 nicht mehr koharent ist, werden storende Interferenzer- 
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scheinungen an den der Streuscheibe 11 nachgeordneten ' • Beginn und nach der Aufnahme einer jeden Bildebene wird 

Elemente 12, 16 im Referenzstrahiengang 9 vermieden. _ eine Referenzmessung mit dem Referenzstrahiengang 9 

Fiir das im Beleuchtungsstrahlengang 4 angeordnete Aus- durchgefuhrt. 

kopplungselement dient ein dicker Strahlteiier, der als dicke So wird vor bzw. nach einem MeBzyklus nach entspre- 

planparallele Glasplatte ausgefuhrt ist. Er ist in einem Win- 5 chender Positionierung des Filteraufnahmeelements 13 zu- 

£el von 45° relativ zu dem Beleuchtungsstrahlengang 4 an- nachst das Referenzsignal R des aktiven Lasers 1 oder 2 ge- 

geordnet und weist keine besonderen wellenlangenspezifi- messen, der zuvor bei der zweidimensionalen Datenauf- 

schen Reflexions- und Transmissionseigenschaften auf. Die nahme des Objekts verwendet wurde. Nach erneuter Positio- 

Dickeder Strahlteilerplattebetragt 10 Millimeter. Die in den nierung des Filteraufnahmeelements 13 wird der Dunkel- 

Referenzstrahlengang 9 eingekoppelte Referenzlichtintensi- 10 strom I 0 des Systems gemessen. Hierbei wird Licht aus dem 

tat ist vor allem von dem Brechungsindex der Strahlteiier- Detektionsstrahlengang 7 und dem Referenzstrahiengang 9 

platte abhangig (Fresnel'sche Formeln). Somit wird der ausgeblendet. 

Hauptreflex des Beleuchtungslichts an der den Las em 1, 2 In erfindungsgemaBer Weise werden die gemessenen 

zugewandten Glasoberflache der Strahlteilerplatte 18 als Bilddaten I X yz mit Hilfe der beiden gemessenen Referenz- 

Referenzlicht fur den Referenzstrahiengang 9 verwendet. 15 werte R und Iq gemaB der Vorschrift 

An der den Lichtquellen abgewandten Glasoberflache der 

Strahlteilerplatte 10 tritt in der Strahlteilerplatte 10 ein Se- Ixyz,korr = F • (Ixyz - IoV(R - h) 
kundarreflex 19 auf, der, nachdem er an der den Lasern 1, 2 

zugewandten Glasoberflache der Strahlteilerplatte 10 ausge- korrigiert F wurde hierbei so gewahlt, dass entsprechend 

treten ist, in Richtung des Referenzstrahlengangs 9 seitlich 20 dem Dynamikbereich der gemessenen Bilddaten nach der 

versetzt zu diesem verlauft. In Abhangigkeit von der Dicke . Digitalisierung mit der Digitalisierungseinrichtung 23 ein 

der Strahlteilerplatte 10 kann somit der laterale Strahlver- Grauwertbereich von 24 Bit, entsprechend den Grauwerten 

satz D angepaBt werden. Dariiber hinaus ist durch den late- von 0 bis 16777215, vorliegt. Diese Korrektur wird in vor- 

ralen Strahlversatz D keine raumliche Uberlagerung des Re- teilhafter Weise mit Hilfe einer Eingangs-Lookup-Tabelle 

ferenzlichtstrahls 9 (Hauptreferenz) mit dem weiter ausge- 25 realisiert. 

koppelten Lichtstrahl 20 (Sekundarrefiex) moglich. Hier- Das Ausfuhrungsbeispiel gemaB Fig, 2 unterscheidet sich 

durch werden aUch Interferenzerscheinungen dieser beiden, von dem Ausfiihrungsbeispiel der Fig. 1 dadurch, dass zur 

aus derri Beleuchtungsstrahlengang 4 ausgekoppelten Licht- . , Selektion der beiden Laser 1 und 2 ein zusatzliches, drehbar 

strahlen vermieden, die die MeBergebnisse des Laserscan- angeordnetes Filteraufnahmeelement 24 vorgesehen ist. Mit 

mikroskops und des Referenzstrahlengangs 9 nachteilig be- 30 diesem Filteraufnahmeelement 24 ist es moglich, entweder 

einflussen wiirden. Licht vom Laser 1 oder Laser 2 oder keinem der beiden La- 

Der durch den Sekundarrefiex 19 zusatzlich ausgekop- ser 1, 2 zu selektieren. 
pelte Lichtstrahl 20 wird mit einem lichtempflndlichen Sen- AbschlieBend sei ganz besonders darauf hingewiesen, 
sor 21 nachgewiesen, dessen Signalausgang iiber eine Lei- dass die voranstehend erorterten Ausf^rirungsbeispiele le- 
tung 22 direkt mit der DigitaUsierungseinrichtung 23 ver- 35 diglich zur Beschreibung der beanspruchten Lehfe \dienen, 
bunden ist. Die mit der Detektionseinrichtung 6 gemessenen . diese jedoch nicht auf die rein wiUkurlich gewahlten Aus- 
Lichtintensitaten der Strahlengange 7, 9 werden von der Di- fuhrungsbeispiele einschrankt. 
gitalisierungseinrichtung 23 digitalisiert und einem Compu- 
ter zugefuhrt. Somit ist es moglich, wahrend der gesamten Patentanspruche 
Messung der beiden Strahlengange 7, 9 ein permanent vor- 40 

liegendes Referenzsignal zur Verfugung zu haben, mit dem 1. Laserscanmikroskop,. vorzugsweise konfokales La- 
in erster Linie die Kurzzeitschwankungen der Laser 1, 2 serscanmikroskop, mit einem zwischen einer Laser- 
korrigiert werden konnen. ExfindungsgemaB wird das Refe- . lichtquelle (1, 2) und einem Objekt (3) verlaufenden 
renzsignal des lichtempflndlichen Sensors 21 als Referenz- Beleuchtungsstrahlengang (4) und einem zwischen 
spannung fur die Digitalisierungseinrichtung 23 verwendet. 45 dem Objekt (3) - und einer Detektionseinrichtung (6) 
In erfindungsgemaBer Weise werden die gemessenen verlaufenden Detektionsstrahlengang (7), dadurcli ge- 
Bilddaten mit Hilfe der vom Referenzstrahiengang 9 gemes- kennzeichnet, dass mindestens ein zur Referenzriies- . 
senen Referenzsigriale geeignet korrigiert. Hierzu ist vorge- . sung dienender Referenzstrahiengang (9) vorgesehen 
sehen, dass in vorteilhafter Weise die Korrektur der gemes- ist, dass aus dem Beleuchtungsstrahlengang (4) R,efe- 
senen Bilddaten mit einer Eingangs-Lookup-Tabelle bei der 50 renzlichtin den Referenzstrahiengang (9) einkoppelbar 
Digitalisierungseinrichtung 23 realisiert wird. Somit wird ist urid dass das Referenzlicht von einer Detektionsein- 
eine aufgrund von Langzeitschwankungen hervorgerufene richtung (6) qualitativ und/oder quantitativ nachweis- 
Drift einer Baugruppe mit Hilfe der Referenzmessung bei bar ist. 

der Digitalisierung mit einem entsprechenden Digitalisie- 2. Laserscanmikroskop nach Anspruch 1, dadurch ge- 

rungsoffset versehen. Daher werden keine weiteren elektro- 55 kennzeichnet, dass das s Referenzlicht des Referenz- 

nischen'Bauteile oder mit dem Computer vorzunehmenden strahlengangs (9) von der Detektionseinrichtung (6) 

Berechnungsschritte benotigt. . des Detektions strahlengangs (7) qualitativ und/oder 

Das Verfahren zur Referenzkorrektiir mit dem hier vorlie- quantitativ nachweisbar ist. 

genden erfindungsgemaBen konfokalen Laserscanmikro- . 3. Laserscanmikroskop nach Anspruch 1, dadurch ge- 

skop ist dadurch gekennzeichnet, dass das aus dem Beleuch- 60 kennzeichnet, dass der Referenzstrahiengang (9) zwi- 

tungsstrahlengang 4 zur Fehlerkompensation dienende Re- schen der Auskopplungsstelle (10) und der Detektions- 

ferenzlicht in den Referenzstrahiengang 9 eingekoppelt und • einrichtung (6) s verlauft. 

von einer Dekektions einrichtung 6 qualitativ und/oder quan- 4: Laserscanmikroskop nach Anspruch 3, dadurch ge- 

titativ nachgewiesen wird. ' Hierbei werden vor und/oder kennzeichnet, dass die Auskopplungsstelle (10) im Be- 

nach jedem MeBzyklus Referenzsignale gemessen, mit de- 65 leuchtungsstrahlengang (4) vorgesehen ist. 

nen gemessene Objektbilddaten geeignet korrigiert werden. ' 5. Laserscanmikroskop nach Anspruch 4, dadurch ge- 

Ein MeBzyklus ist . in diesem Ausfuhrungsbeispiel durch kennzeichnet, dass die Auskopplungsstelle (10) zwi- 

eine zweidimehsionale Datenaufnahme gegeben, d. h. zu . schen der Laserlichtquelle (1, 2) und der Strahlteiier- 
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einrichtung (8) vorgesehen ist. 

6. Laserscanmikroskop nach Anspruch 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Auskopplungsstelle (10) an ei- 
nem als Strahlteilereinrichtung (8) wirkenden AOBS 
vorgesehen ist. 5 

7. Laserscanmikroskop nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass in dem Referenzstrahlengang (9) 
weitere optische Komponenten angeordnet sind. 

8. Laserscanmikroskop nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass in dem Referenzstrahlengang (9) 10 
eine Streuscheibe (11) angeordnet ist. 

9. Laserscanmikroskop nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kehnzeichnet, dass in dem Referenzstrahlengang (9) 
mindestens ein Strahlumlenkelement (25) angeordnet 
ist. " . 15 

10. Laserscanmikroskop nach Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass in dem Referenzstrahlengang (9) 
mindestens ein lichtempfindlicher Sensor angeordnet 
ist. 

11. Laserscanmikroskop nach Anspruch 7, dadurch 20 
gekennzeichnet, dass in dem Referenzstrahlengang (9) 
rnindestens ein Strahlabschwacher (12) angeordnet ist. 

12. Laserscanmikroskop nach Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass in dem Referenzstrahlengang (9) 
eine Filteraufhahmeelement (13) angeordnet ist. 25 

13. Laserscanmikroskop nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Filteraufhahmeelement (13) 
auf den Referenzstrahlengang (9) und/oder Detektions- 
strahlengang (7) wirkt: 

14. Laserscanmikroskop nach Anspruch 12, dadurch 30 
gekennzeichnet^ dass das Filteraufhahmeelement (13) 
mindestens einen Filtereinsatz (16) aufweist und be- 
weglich angeordnet ist. 

15. Laserscanmikroskop nach einem der Anspriiche 

12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass mit dem Fil- 3£ 
teraufhahmeelement (13) entweder kein Licht oder 
Licht vom Detektionsstrahlengang (7) oder Licht vom 
Referenzstrahlengang (9) hin zur Detektionseinrich- : 
tung (6) selektiert werdenkarin. 

16. Laserscanmikroskop nach Anspruch 12, dadurch 40 
gekennzeichnet, dass zur Vermeidung von Storungen 
aufgrund der Temperaturabhangigkeit der in dem Fil- 
teraufnahmeelement (13) verwendeten Filter (16) das 
Filteraufhahmeelement (13) auf einer konstanten Tem- 
peratur gehalten wird. 45 

17. Laserscanmikroskop nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Filteraufhahmeelement (13) 
durch eine geeignet geregelte Heizung (17), insbeson- 
dere.durch einen Heizwiderstand, auf einer konstanten 
Temperatur gehalten wird. 50 

18. Laserscanmikroskop nach Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die weiteren optischen Elemente 
des Referenzstrahlengangs (9) von der Auskopplungs- 
stelle (10) aus gesehen nach der Streuscheibe (11) an- 
geordnet sind. 55 

19. Laserscanmikroskop nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass als Auskopplungselement (10) 
ein dicker Strahlteiler verwendet wird. 

20. Laserscanmikroskop nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, dass der als Auskopplungselement 60. 
(10) dienende Strahlteiler mindestens 4 mm dick ist. 

21. Laserscanmikroskop nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, dass am Auskopplungselement (10) 
neben dem Referenzstrahl (9) mindestens ein weiterer 
Lichtstrahl (20) ausgekoppeit wird. 65 

22. Laserscanmikroskop nach Anspruch 21;. dadurch 
gekennzeichnet, dass die Intensitat des zusatzlich aus- 
gekoppelten Lichtst.rahls (20) mit einem lichrempfind- 
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lichen Sensor (21) nachgewiesen wird. 

23. Laserscanmikroskop nach Anspruch 22, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Signal des lichtempfindlichen 
Sensors (21) als Referenzsignal fur die Detektionsein- 
richtung (6) bzw. die Digitalisierungseinrichtung (23) 
verwendet wird. 

24. Laserscanmikroskop nach Anspruch 23, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Referenzsignal als Referenz- 
spannung fur die Digitalisierungseinrichtung (23) ver- 
wendet wird. 

25. Laserscanmikroskop nach einem der. Anspriiche 1 
bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass die gemessenen 
Bilddaten mit Hilfe von den mit dem Referenzstrahlen- 
gang (9) gemessenen Referenzsignalen geeignet korri- 
giert werden. 

26. Laserscanmikroskop nach Anspruch 25, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Korrektur der gemessenen 
Bilddaten bei der Digitalisierungseinrichtung (23) mit 
Hilfe einer Eingangs-Lookup-Tabelle realisiert wird. 

27. Laserscanmikroskop nach einem der Anspriiche 1 
bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass fur den Referenz- 
strahlengang (9) mindestens eine weitere Lichtquelle 
vorgesehen ist. 

28. Laserscanmikroskop nach einem der Anspriiche 1 
bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass fur die Detektion 
des Lichts im Referenzstrahlengang (9) mindestens ein 
weiterer Detektor vorgesehen ist. 

29. Laserscanmikroskop nach einem der Anspriiche 1 
bis 28, dadurch gekennzeichnet, dass die optischen 
Komponenten (8, 26, 27) des Beleuchtungs- und/oder 
Detektionsstrahlengangs, die von der Lichtquelle aus 

. gesehen nach der Auskopplungsstelle des Referenz- 
strahlengangs angeordnet sind, zur Kompensation der 
Temperaturabhangigkeit auf .einer konstanten Tempe- 
ratur gehalten werden; 

30. Verfahren zur Referenzkofrektur bei einem Lasers- 
canmikroskop, vorzugsweise einem konfokalen La- 
serscanmikroskop mit .einem zwischen einer Laser- 

■ lichtquelle (1, 2) . und einem Objekt (3) verlaufenden 
Beleuchtungsstrahlengang (4) und einem zwischen 
dem Objekt (3) und einer Detektions einrichtung (6) 
verlaufenden Detektionsstrahlengang (7), dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das aus dem Beleuchtungsstrahlen- 
gang (4) zur Fehlerkompensation dienende Referenz- 
licht in den Referenzstrahlengang (9) eingekoppelt und 
von einer Detektionseinrich tung (6) qualitativ und/oder 
quantitativ nachgewiesen wird. 

31. Verfahren zur Referenzkorrektur nach Anspruch 

30, dadurch gekennzeichnet, dass vor und/oder nach je- 
dem MeBzyklus Referenzsignale gemessen werden, 
mit denen die gemessenen Objektbilddaten korrigiert 

• werden. 

32. Verfahren zur Referenzkorrektur nach Anspruch 

31, dadurch gekennzeichnet, dass ein MeBzyklus eine 
eindimensionale Datenaufhahme umfaBt. 

33. Verfahren zur Referenzkorrektur nach Anspruch 
31, dadurch gekennzeichnet, dass ein MeBzyklus eine 
zweidimensionale Datenaufhahme urnfaBt. 

34. Verfahren zur Referenzkorrektur nach Anspruch 
31, dadurch gekennzeichnet, dass ein MeBzyklus eine 
dreidimensionale Datenaufnahme umfaBt. 

35. Verfahren zur Referenzkorrektur nach einem der 
Anspriiche 30 bis 34, dadurch gekennzeichnet, dass als 
ein Referenzsignal der Dunkelstrom Io des Systems bei 
ausgeblendeter Lichtquelle gemessen wird: 

36. Verfahren zur Referenzkorrektur nach einem der 
Anspriiche 30 bis 34, dadurch gekennzeichnet, dass als 
ein Referenzsignal die Referenz R gemessen wird. 
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37. Verfahren zur Referenzkorrektur nach einem der 
Anspriiche 30 bis 34, dadurch gekennzeichnet, dass als 
ein Referenzsignal der Dunkelstrom Ro der Referenz 
gemessen wird. 

38. Verfahren zur Referenzkorrektur nach Anspruch 5 
30 bis 37, dadurch gekennzeichnet, dass die korrigier- 
ten Bilddaten Ixyz^korr m it Hilfe der gemessenen 

Bilddaten I X yz gemaB der Vorschrift ; 

IxYZ,KORR = F • (JxYZ-IoVCR-Ro) 10 

korrigiert werden, wobei F ein geeigneter Skalierungs- 
faktor ist. 

39. Verfahren zur Referenzkorrektur nach Anspruch 
38, dadurch gekennzeichnet, dass Iq = Rq gesetzt wird. 15 
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